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論文内容の要旨
【背景と目的】
あらゆる生物が生きていく上で′　DNA　は安定に維持されなければならない.しかし′
DNAは紫外線や放射線､化学物質などにより常に損傷を受けている.その中でも　DNA
の二本鎖切断(double-S十rqnd brec]k: DSB)は′生物にとって非常に有害な損傷であり′
速やかに修復される必要がある.出芽酵母において　DSB　は主に相同組換え
( HomologoUs Recombino十ion : HR )によって修復されており, Mrell/R(コd51/Xrs2
【 MRX )複合体がその開始に必要とされている.しかしmrell欠損株では組換え修復が
欠損するにも関わらず′組換えによって生じるLoss Of Helerozygosけy (LOH)が上昇す
ることが報告されている.また　MRX複合体は　DSB　による　MecりTe11が関わる　DNA
損傷チェックポイント経路にも関与していると言われている.本研究では′ mrell　を欠損
株でなぜ自然　LOHが上昇するのかを調べると共に, DNA損傷時に生じる組換え修復や
チェックポイントとの関連を調べ′Mrell　がどのように組換え機構を調節しているかを研
究することを目的とした.
【結果】
1.mreII欠損株で生じる自然LOH　は　R｡d5ト依存的な組換えである
mrell欠損株において′　どのような機構で自然LOHが上昇するのかをまず調べること
とした.CANl遺伝子を標的として　CANl+/-のヘテロがcANl-/-のホモとなる頻度を
観測したところ′mrell欠損株では野生型よりも20倍程度上昇した.このLOHが本当
に組換えによるものかどうかを調べるために′組換えに必須のタンパク質である　Rod51
との二重欠損株を用いて　LOH　を観察した.すると　LOH　の上昇が半分程度減少した.こ
の結果はMrellが欠損していても組換え機構が働いているということである'･さらに
mrell　欠損株では　Rc】d51タンパク質量も上昇していた.従って　mrell欠損株で見ら
れる　LOH　は　R(コd51依存的な組換えである.このことは自然状態で生じる脱塩基や酸化
損傷などが直接　HR　を活性化させているのではないかと考えられる.この場合　mre11
非依存的に　HR経路が活性化されることによって　LOHが上昇するものと考えられる.
2. mre77　欠損株でのG2/Mおよび仙elcl/AncI境界における遅延はLOHを上昇さ
せる
以前から　mrell欠損株では生育阻害があることが知られている.生育阻害は細胞周期
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が遅延しているために起こっているのではないかと考え観察したところ　G2-M期で遅延
していることが分かった.G2-M期で細胞周期を遅延させる要因として考えられる機構は′
浸透圧ストレスに反応する形態形成チェックポイント機構と　DNA損傷に反応する　DNA
損傷チェックポイントがある.出芽酵母形態形成チェックポイントはSwelの蓄積によ
り　G2/M移行期で停止する. DNA損傷チェックポイントは　Mecl/chkl経路で　Pdsl
が蓄積することにより　M期　Me十〇/Anc】移行期で停止する.mrell欠損株ではこれら　2
つの機構による細胞周期の遅延が生じていた.そこで′細胞周期遅延とLOHの上昇が関係
するかどうかを調べた.mrell swel　およびmrell chklの二重欠損株を作成しLOH　を
観察したところ′それぞれの二重欠損株では　LOHの上昇が半分程度まで減少した.さら
に　rod51との三重欠損株では　LOH　の上昇が全く見られなくなった.細胞周期の遅延は
DNA損傷によって生じることから′ mrell欠損株では自然状態で生じる脱塩基や酸化損
傷などが蓄積していると示唆される.以上の結果から　mrell欠損株では′細胞周期の遅
延を背景として′ Rod51依存的な組換えによってLOHが上昇するものと考えられる.
3.mre77欠損株では　DSBを誘発させても組換え修復が起こらない
mrell欠損株では自然状態で組換え機構が働いていることから′ DNA損傷誘発性の組
換えが生じるのかどうかを調べることとした. MMSのような　DNA損傷剤を与えると′
野生株では組換え頻度が上昇する.すなわち野生株では′ MMSによって生じる　DNA損
傷に対して組換えによって修復を行っている.しかしmrell欠損株ではMMS処理を行
っても′　組換えが上昇しなかった.すなわち′　mrell　欠損株では　MMS　によって生じる
DNA損傷に対して組換え修復を行うことができず　DNA損傷がそのまま残ってしまうた
めMMSに対する高感受性を示すと考えられる.同様に　DNA損傷チェックポイントタ
ンパクである　mecl欠損株でも　MMS　に対する高感受性と組換え修復欠損の表現型を示
した.このことから　MRX複合体および　Mecl　の欠損は′　自然組換えは正常に機能する
が′MMSなど　DSB　を誘発する薬剤による組換え修復に欠陥があると考えられる.
しかし〕∨　による　DNA損傷に対しては　mecl欠損株および　mrell欠損株′ ｢(コd50
欠損株で組換えが誘導されるという報告や′　mecl　欠損株で　Chkl　に依存した経路で
G2/M期の遅延が見られるという報告がある.これらの結果は　MRX-Mecl　は　UV　によ
る損傷に対しての組換え修復には関与しないため′ mrell欠損株やmecl欠損株ではチ
ェックポイント機構も組換えも正常に起こることを示している.
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【考察】
自然状態で生じる酸化損傷や脱塩基′塩基のアルキル化などや〕∨損傷が生じた場合
はMRX-Mecl非依存的にG2/M期で細胞周期の遅延が起こり,Rod53やChklが活性
化L HR　による修復が行われる.そのため　mrell欠損株や　mecl欠損株で自然　LOH
が高まると考えられる. G2/M期での細胞周期遅延のシグナルについては今のところ不明
である.
一万　DSBが生じた場合,その損傷部位を認識しMRX複合体が集まってくる.そして
Mrell　の　exonucleqse活性により末端をプロセシングすることで　Mecl　が活性化さ
れる.活性化されたMeclは下流のRc]d53やChklをリン酸化することでチェックポ
イント機構を活性化させ細胞周期を停止させ　HRにより修復が行われる.そのためMMS
や×線を照射した　mrell　およびmecl欠損株では′ DSBに依存した上記HR活性化の
機構が働かないため′残存する自然LOH誘発だけが働き′その頻度以上にLOHが誘発さ
れることはない.
以上のことを　Fig.1にまとめる.
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論文審査結果の要旨
出芽酵母のDNA損傷シグナルは, Mecl/Tell (ヒト　ATM/ATRホモログ)と
Mrell/Rad50/Xrs2 (MRX複合体)が二重鎖切断を感知してシグナルをタンパク質リン酸
化の形で伝え,細胞周期の停止,細換えや修復を促す｡従って･ mrell変異株はDNA損
傷に依存した細胞周期の停止が無くなり,組換え機能も欠損している0 -一方･ mrell変
異株は自然組換え頻度が大変高い｡この一見相矛盾する表現型はなぜ生じるのであろう
か｡鈴木志織はmrell欠損株が持つこの矛盾を明らかにするために,酵母でmrell欠損
株を作り,次に組換えを簡便に測定することができるdiploid株を作成した｡先ず自然
状態で組換えを測定したところ,野生株に比べて約20倍の高い頻度となった｡ Mrell
欠損株の生育速度は,野生株に比べて2倍の時間がかかっており,その原因はG2/M期
の細胞周期の遅延にあることがFACS解析及び染色体の形態観察より明らかとなった｡
更に詳しく調べたところ, swel遺伝子が関わるG2/M境界及びchkl遺伝子が関わる
metaphase/anaphase境界で周期の遅延が起きていた｡ Swel変異株やchkl変異株では細
胞周期遅延が解消される｡そこで,それぞれがmrell変異株の組換えに関わるかどうか
を,二重変異株を作って調べたところ, mrell swel変異株もmrell chkl変異株もとも
に組換え頻度が低下した｡従って, mrell変異株でG2/M期の遅延が生じ,その結果組
換えを促進していることが,高い組換えを導く原因である｡次にDNA二重切断を作る化
学物質で酵母を処理したところ,野生株とは違ってmrell変異株では組換えは誘導され
なかった｡二重切断を作らない化学物質で処理すると, mrell変異株で組換えは誘導さ
れる｡従って, Mrellタンパク質は二重切断を認識し,シグナルを伝える他に,二重切
断を含めたDNA損傷全般の組み換え修復にかかわる｡自然状態では,二重切断はほとん
ど無いので, Mrellからのシグナルは発生しないが､ mrell変異株では自然損傷が結果
として増加し, Mrellとは別のシグナル系を作動させ,それに応じた組換えが増えた事
が明らかとなった｡
これらの成果は,組換え機能が欠損しているにもかかわらず,自然組換えが高頻度で
観察されるというmrell欠損株の矛盾を解明しただけでなく, DNA損傷シグナル経路の
研究に新しい視点を提供するもので,鈴木志織が自立して研究活動を行うに必要な高度
の研究能力と学識を有することを示している｡したがって,鈴木志織提出の論文は,悼
士(生命科学)の学位論文として合格と認める｡
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